Abstract-Stem cell-based approaches hold much promise as potential novel treatments to restore function after stroke. Studies in animal models have shown that stem cell transplantation can improve function by replacing neurons or by trophic actions, modulation of inflammation, promotion of angiogenesis, remyelination and axonal plasticity, and neuroprotection. Endogenous neural stem cells are also potential therapeutic targets because they produce new neurons after stroke. Clinical trials are ongoing but there is currently no proven stem cell-based therapy for stroke. Preclinical studies and clinical research will be needed to optimize the therapeutic benefit and minimize the risks of stem cells in stroke. Key Words: acute stroke Ⅲ inflammation Ⅲ neural stem cell Ⅲ neurogenesis Ⅲ neuroregeneration Ⅲ stem cells Ⅲ stroke recovery Ⅲ transplantation A part from thrombolysis during the first hours after an ischemic stroke, which can be given only to a few percent of patients, no effective treatment to improve functional recovery exists in the postischemic phase. Stem cell-based approaches could provide completely novel therapies to restore function in stroke. Animal experimental data are promising, and several clinical trials are ongoing or planned. However, there is currently no proven stem cell-based therapy for stroke. We describe how far stem cell-based approaches have advanced toward the clinic. We also define the critical issues that need to be addressed in basic and clinical research if these approaches are to be developed to effective and safe therapies. For more comprehensive recent reviews see, for example, articles
Improving Functional Recovery in Stroke by Neural Stem Cell Transplantation
Evidence that neuronal replacement is possible in the human brain has been obtained in Parkinson disease. 4 However, is it realistic that improvement in a patient with stroke could be achieved through neuronal replacement considering the much more complex pathology? Stem cells can survive, differentiate into neurons, and partially restore function after transplantation in the stroke-damaged rodent brain (Figures 1 and 2 ). Human embryonic stem (ES) cell-derived neural stem cells (NSCs), grafted into the ischemic boundary in rats subjected to stroke, migrated toward the lesion and improved forelimb performance. 5 Electrophysiological recordings showed functional neuronal properties in the grafted cells and synaptic input from host neurons. 6, 7 Human ES cell-derived NSCs implanted into a cortical lesion differentiated partly to neurons and induced some improvement of simple sensorimotor functions. 8 Transplanted human fetal NSCs gave rise to neurons that migrated toward the ischemic lesion in rodents. 9 Human NSCs isolated from fetal striatum and cortex 10 generated mature neurons after transplantation into stroke-damaged rat striatum. 11 Taken together, these findings provide evidence that the stem cell-derived neurons can exhibit some level of synaptic integration in host neural circuitries and suggest that neuronal replacement in the strokedamaged brain may contribute to the observed behavioral improvements.
Human ES cells can give rise to unlimited numbers of NSCs but are associated with a risk of tumor formation. 12 A problem for clinical translation is that this risk is difficult to assess in the preclinical xenograft situation. 13 Engineering stem cells to express suicide genes that can be switched on in case of adverse effects and use of cell sorting 14 to eliminate tumor-forming cells may improve safety. Human fetal NSCs are less tumorigenic than ES cells and, importantly, in the clinical trial with human NSCs in Batten disease, no tumors were detected in 5 patients at 2 years after transplantation (www.stemcellsinc.com).
Somatic cells such as fibroblasts can be reprogrammed to pluripotent stem cells by the introduction of transcription factors ( Figure 1 ). 15 These induced pluripotent stem cells are then differentiated to specific neuron types for transplantation. With this technology, patient-specific cells can be produced without the need for immunosuppressive treatment after transplantation, and the ethical issue with the use of human ES cells is avoided. However, like ES cells, induced pluripotent stem cells can generate tumors, 16 and it is also unclear whether induced pluripotent stem-derived neurons express the complete functional phenotype of the neurons they are going to replace.
Functional neurons can be generated also by directly reprogramming mouse somatic cells ( Figure 1 ). 17 This conversion does not occur through a pluripotent stem cell stage and thereby eliminates the risk for tumor formation. It remains to be demonstrated that this approach can work also with human-derived cells. For use in stroke, it has to be shown that different neuronal subtypes can be produced and survive transplantation.
Several fundamental issues regarding neuronal replacement in stroke need to be addressed before any clinical application can Schematic illustration of different stem cell-based approaches for improved recovery after stroke and their possible mechanisms of action. Stimulation of neuroblast formation from endogenous NSCs and transplantation of NSCs can act by neuronal replacement, but similar to delivery of nonneural stem cells can also enhance recovery by neuroprotection and modulation of inflammation, promotion of angiogenesis, trophic effects, and neuroprotection. NSCs indicates neural stem cells.
be considered. First, it has to be shown that the grafted cells can form extensive afferent and efferent connections with the host brain. Optogenetic studies of the functional synaptic interactions between grafted and host neurons will be instrumental in delineating mechanisms underlying behavioral recovery induced by stem cell transplantation. 18 Second, protocols have to be developed by which different subtypes of neurons such as cortical neurons 19 can be effectively generated and survive transplantation in large numbers. Third, for optimum function of transplanted neurons, it will be necessary to promote remyelination of demyelinated pathways and vascularization of the penumbra area (region at risk) and to provide the NSCs with a platform so that they can reform appropriate brain structure and connections. Such scaffolds also improve NSC survival and differentiation and functional recovery in stroke-damaged brain. 20, 21 There is growing evidence that NSCs can induce functional improvement by mechanisms other than neuronal replacement ( Figure 2 ). 22 Intravenous injection of human NSCs induced improvements after hemorrhagic stroke in rats, probably through anti-inflammatory actions. 23 Overexpression of vascular endothelial growth factor or the antiapoptotic factor Akt1 in human NSCs promoted angiogenesis and increased survival, respectively, enhancing the functional improvements in strokedamaged mice. 24, 25 Human fetal NSCs implanted into a cortical lesion 1 week after stroke in rats gave rise to improved forelimb placing already after 1 week. 26 Secretion of vascular endothelial growth factor by the NSCs was important for the suppression of inflammation and neovascularization in the peri-infarct region probably underlying the improved recovery. Finally, mouse NSCs delivered intravenously 3 days after stroke in mice suppressed inflammation and glial scar formation and gave rise to delayed neuroprotection and improved functional recovery starting 18 days after the insult. 27 
Improving Functional Recovery in Stroke by Enhancing Neuroblast Production From Endogenous NSCs
Recovery after stroke could potentially be induced by stimulating endogenous neurogenesis (Figures 1 and 2 ; see, for example, articles by Zhang and Chopp, 3 Kernie and Parent, 28 and Lindvall and Kokaia 29 ) . After stroke in rodents, NSCs in the subventricular zone (SVZ) increase their proliferation and generate neuroblasts, which migrate to the damaged area in the striatum during several months, 30 -32 differentiate to mature neurons, become integrated, 33 and seem to be functional. 34 Stroke-induced neurogenesis is maintained in the aged rat brain. 35 Also in humans, there is evidence for enhanced SVZ cell proliferation and neuroblast formation after stroke. 36 -39 In mice, ependymal cells participate in the neurogenic response to stroke by producing neuroblasts, but their survival is poor. 40 Global forebrain ischemia in rats triggers proliferation of progenitors in the subpial cortex, their progeny migrating to deeper cortical layers where they differentiate to interneurons. 41 It is still unclear to what extent endogenous neurogenesis contributes to the spontaneous functional recovery after stroke. Jin et al 42 found that genetic ablation of the newly formed neuroblasts caused worsening of behavior and more pronounced ischemic lesion already 24 hours after stroke. Improvement by neuroblast formation at this early stage suggests a trophic effect ( Figure 2 ) but does not exclude functional improvement through neuronal replacement later after stroke.
To become therapeutically valuable, neurogenesis has to be optimized, primarily by improving the poor survival of the new neurons. 30 Available data indicate that inflammation, which was initially regarded as detrimental for survival of newly formed neurons, may also be beneficial for neurogenesis from both grafted and endogenous NSCs. 43 Modulation of inflammation associated with stroke, for example, by delivery of antiinflammatory blood-derived macrophages, which promote repair of spinal cord injury, 44 could be a useful strategy to increase neurogenesis and recovery. Such effects may also be achieved by delivery of a neurotrophic factor, for example, glial cell line-derived neurotrophic factor 45 or a cytokine like granulocyte-colony stimulating factor. 46 Stroke-generated neuroblasts could be more efficiently attracted to the damaged area by increasing local levels of molecules, which regulate migration of new neurons. 29 In a clinical setting, the most effective neuronal replacement approach probably combines transplantation of neuronal precursors with stimulation of endogenous neurogenesis. Interestingly, transplantation of human NSCs into strokedamaged rat brain enhanced SVZ proliferation and neuroblast formation. 3, 47 
Improving Functional Recovery in Stroke by Delivery of Non-NSCs
Functional restoration after stroke has been reported using various types of non-NSCs such as umbilical cord blood and bone marrow-derived hematopoietic stem cells, mesenchymal stromal cells (BMSCs), and mesenchymal stem cells (MSCs; Figures 1 and 2 ). There is very little evidence that these cells act by neuronal replacement. Intravenously administered human MSCs reduced stroke-induced deficits in rats, most likely inducing angiogenesis and improving cerebral blood flow. 48 If these human MSCs were genetically modified to express angiopoietin and/or various growth factors such as vascular endothelial growth factor or glial line-derived neurotrophic factor, neuroprotection and functional improvement were enhanced. 48 -52 Human ES cell-derived MSCs, injected intravenously in rats, have been shown to migrate to the infarct region, express neuronal and endothelial cell markers, provide neuroprotection, and improve recovery. 53 Human MSCs have also been proposed to promote functional restoration after stroke by increasing SVZ progenitor proliferation and neurogenesis 54, 55 and increase local levels of the anti-inflammatory cytokine interleukin-10 55 and neurotrophic factors. 54, 56 In a clinical setting, adult BMSCs could be particularly useful because they are easily obtained, can be harvested from autologous donors, and rapidly expanded in vitro. 57 The BMSCs, which comprise mesenchymal stem and progenitor cells, can act by secreting various neurotrophic factors and cytokines and suppressing inflammation 57, 58 and by stimulating the production of various restorative factors from parenchymal cells. 59, 60 Delivery of BMSCs of animal or human origin by systemic or intracerebral routes promotes functional recovery after stroke (for review, see Li and Chopp 61 ). The BMSCs migrate to damaged brain areas partially through a SDF-1-CXCR4-dependent mechanism. 62 These cells enhance a large number of intrinsic repair mechanisms, for example, increase of angiogenesis 63, 64 and cell proliferation in SVZ, 62, 65 axonal rearrangement in the peri-infarct parietal cortex, 66 increase of axonal density in the ischemic striatum 67 and the denervated side of the cervical spinal cord gray matter, 68, 69 and oligodendrogenesis and remyelination of the demyelinated area. 70 BMSCs administered after stroke in rats also promoted axonal plasticity both in ipsilateral and contralateral cortex 71 and subcortical structures, 72 and this effect correlated with the degree of behavioral recovery 71 Importantly, BMSCs give rise to functional benefits even when administered 1 month after stroke in rats 62, 73 and the effects can persist for at least 1 year. 67 Another potential source of cells for transplantation in stroke is human umbilical cord blood, which contains hematopoietic stem cells and other progenitor cells. 74 Systemic delivery of human umbilical cord blood cells after stroke in animal models leads to improved behavioral outcome, 75 even when administered up to 30 days after the insult. 76 The human umbilical cord blood cells have been reported to act by modulating peripheral immune responses from the spleen 77 and, in accordance, systemically applied hematopoietic stem cells attenuated the peripheral postischemic immune activation. 78 In addition, delivery of human umbilical cord blood cells promotes endogenous neural progenitor proliferation, synaptogenesis, and increased vessel density, possibly by secretion of various neurotrophic factors. 76 
Ongoing and Planned Clinical Trials With Stem Cells in Stroke
It has not yet been demonstrated that stem cells can induce substantial symptomatic relief in patients with stroke. In 1 clinical trial, 12 patients with stroke affecting the basal ganglia received implants of neuron-like cells generated from an immortalized human teratocarcinoma cell line. 79 -81 The improvements in some operated patients correlated with increased metabolic activity at the graft site. This finding could be interpreted as graft function but might as well reflect inflammation or increased activity in host neurons. Autopsy in 1 patient revealed a population of grafted cells expressing a neuronal marker at 2 years postsurgery. 81 Another clinical trial was performed with intravenous injection of autologous ex vivo cultured MSCs in patients with an ischemic lesion in the territory supplied by the middle cerebral artery. The outcome in 30 patients was reported in 2005 82 and in 85 patients, up to 5 years after transplantation, in 2010. 83 These studies provide evidence that MSC transplantation is safe and that functional recovery is more frequent in the grafted group. The mechanism of MSC action in these patients remains uncertain.
Recently, Honmou et al 84 reported their findings in 12 patients subjected to intravenous delivery of autologous MSCs, expanded in autologous human serum, 36 to 133 days after stroke affecting predominantly gray or white matter or both. There were no significant adverse events. This openlabel study provided some evidence of functional improvement with reduction of lesion volume and more pronounced daily rate of change of National Institutes of Health Stroke Scale score during the first week after cell delivery as compared with preinjection. Blinded, placebo-controlled studies to determine efficacy of this approach are now warranted, and the mechanisms underlying the observed enhanced recovery should be explored. 84 Several clinical studies using intravenous or intra-arterial (into damaged territory) infusion of non-NSCs or MSCs in patients with stroke are ongoing or planned (www.clinicaltrials.gov). There are several attractive features with these approaches in the clinical setting: First, the use of autologous bone marrowderived stem cells or MSCs is ethically noncontroversial and the cells are easily obtained. Second, the procedure for delivery is simple (in most cases systemic) and there is no need for additional treatments/medication (such as immunosuppression). Third, the transplantation in patients is safe with virtually no risk for tumor formation. Finally, enhanced recovery after systemic delivery of some of these non-NSCs has been well documented in animal models of stroke, improvements probably being due to multiple mechanisms (see previously). It is important that the efficacy of these approaches is optimized in animal models and that the biological mechanisms of tissue restoration or repair are clarified, although "a complete understanding of the biological mechanisms at work after stem cell transplantation in a preclinical model is not a mandatory prerequisite to initiate human clinical experimentation" (www.isscr.org; see also Savitz et al 85 ) . The risk is that their premature clinical translation and failure to demonstrate a substantial improvement in patients will lead to the erroneous conclusion that stem cell-based approaches do not work.
The first clinical trial with transplantation of NSCs in patients with stroke was recently started by the UK-based company ReNeuron. Increasing numbers of conditionally immortalized NSCs, isolated from human fetal cortex, are implanted into putamen of 12 patients between 6 and 24 months after stroke. In rodents, these cells differentiated into neuron-like cells and oligodendroglial and endothelial phenotypes without signs of tumorigenicity. Improvements of sensorimotor function and motor asymmetry were observed 6 to 12 weeks postgrafting. However, the underlying mechanisms are unclear, because there is no evidence for neuronal replacement, and the grafted cells do not survive beyond 6 months. 86 Possibly the cells act by modifying the tissue environment and promoting endogenous repair mechanisms.
The Canada-based company Stem Cell Therapeutics is exploring the ability of human chorionic gonadotropin and erythropoietin to improve recovery after stroke by promoting neurogenesis from endogenous NSCs. Administration of this combination of factors leads to improved behavior and reduced lesion volume after stroke in rats. 87 However, in a completed Phase IIb clinical trial in patients with acute stroke, given human chorionic gonadotropin and erythropoietin with the first dose 24 to 48 hours after stroke onset and monitored for 90 days, no significant effect on the primary end point was observed (www.stemcellthera.com). Whether the lack of efficacy was due to insufficient stimulation of neurogenesis is unclear.
Other approaches that are currently being tested in clinical trials such as administration of the cytokine granulocytecolony stimulating factor may partly act by promoting en-dogenous neurogenesis. Such an effect associated with improved behavioral outcome has been demonstrated in animal models, 46,88 but whether it occurs in patients is unknown.
What Is Needed to Translate Stem Cells Into Effective Therapies in Stroke?
The remarkable scientific advancements over the past few years have moved stem cell-based approaches closer toward clinical application. Maximum information about efficacy and safety must be obtained from ongoing and planned clinical trials. However, it is unlikely that these initial trials will reveal the full clinical potential of stem cell-based approaches. The development of effective stem cell therapies for stroke necessitates advancements in both experimental and clinical research particularly in the following 4 areas.
Mechanism of Action
Much better knowledge about mechanisms underlying observed improvements is required for choosing the optimum cell, for inducing maximum recovery, and for selecting the most suitable patient. Most stem cells delivered in animal models are a heterogeneous population and it is unclear which specific cell types are important for functional recovery. Efficient neuronal replacement requires protocols for generation of different subtypes of neurons and better understanding of mechanisms regulating their integration into existing neural circuitries. Trophic actions and cellular and molecular mediators of immunomodulation, neovascularization, axonal plasticity, and neuroprotection induced by stem cells need to be characterized in detail.
Animal Models
The behavior of stem cells after transplantation in animal models may only partly reflect how these cells will behave in patients. The animal model may not mimic all aspects of the pathology of human stroke, leading to lack of efficacy in a clinical trial. The influence of complicating factors often found in patients with stroke, for example, age, diabetes, atherosclerosis, or hypertension, on regenerative mechanisms has to be addressed. 89 For successful clinical translation, it is also necessary to demonstrate in animal models that the stem cell-based approach induces substantial improvement of functional deficits that resemble the debilitating symptoms in patients with stroke. Many studies report improved behavioral outcome after stroke using tests that are not reflecting the clinical situation and have a strong learning component. 8 Clinically relevant tests for efficacy of stem cells in stroke include, for example, spontaneous use of forelimb (cylinder), skilled forelimb use (staircase), and hindlimb functions (tapered beam-walking). 8 
Patient Selection
Little is currently known about which patients with stroke can benefit from stem cell-based approaches. The ongoing clinical trials will give some information about selection of patients for approaches acting through mechanisms other than neuronal replacement. Patient selection for a future stem cell-based neuronal replacement strategy will depend on (1) which neuron types can be generated from stem cells; (2) localization and extent of the ischemic lesion; and (3) degree of sensorimotor and cognitive impairments caused by the lesion and the prospects of spontaneous recovery. For this purpose, it is highly warranted to determine in preclinical and clinical studies how the localization of the ischemic lesion and whether it involves the SVZ affect the magnitude of spontaneous recovery.
Imaging
Noninvasive imaging will be crucial to assess the distribution of the lesion, trace the stem cells, and monitor their survival, migration, function, and effect on the patient's brain. MRI, bioluminescence imaging, and positron emission tomography can already now be used to trace transplanted stem cells in vivo. 7,22,90 -93 Recently, Rueger and coworkers 94 showed that positron emission tomography could also be used to measure in vivo the mobilization of endogenous NSCs in the SVZ after stroke. It will be important to increase the sensitivity to be able to detect few or even individual cells derived from stem cells in vivo. Several imaging techniques will probably have to be combined to monitor with high resolution the proliferation, long-term survival, and functionality of endogenous and grafted stem cells in the stroke-damaged brain.
Conclusions
The results from studies in experimental models are promising and provide supportive evidence that stem cell-based approaches can be developed into clinically useful strategies to promote recovery after stroke. However, like with all other brain diseases, there is currently no proven stem cell therapy for stroke. Moreover, there is no fast track for stem cells to reach that stage of clinical development. Only with a longterm commitment to high-quality basic and clinical research, which addresses the crucial issues, some of which are discussed here, will it be possible to offer stem cell-based treatments providing patients with stroke with substantial improvements of their quality of life. A parte de la trombolisis durante las primeras horas tras un ictus isquémico, que tan solo puede administrarse a un reducido porcentaje de pacientes, no hay ningún tratamiento efectivo que permita mejorar la recuperación funcional en la fase postisquémica. Los enfoques basados en células madre podrían aportar tratamientos completamente novedosos para restablecer la función en el ictus. Los datos obtenidos en animales de experimentación son prometedores, y se están realizando o se han planificado varios ensayos clínicos. Sin embargo, en la actualidad no hay ningún tratamiento demostrado para el ictus que se base en células madre. Describimos aquí los avances que se han realizado en dirección al ámbito clínico con los enfoques basados en células madre. Definimos también las cuestiones cruciales que será necesario abordar en la investigación básica y clínica si se pretende desarrollar estos enfoques para producir tratamientos eficaces y seguros. Para consultar revisiones recientes más exhaustivas, véanse por ejemplo las de Bliss y cols.
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Mejora de la recuperación funcional en el ictus mediante trasplante de células madre
Se han obtenido evidencias que indican que es posible una sustitución neuronal en el cerebro humano en la enfermedad de Parkinson 4 . Sin embargo, ¿es realista pensar que podrá alcanzarse la mejoría de un paciente con ictus a través de la sustitución neural teniendo en cuenta que se trata de una patología mucho más compleja? Las células madre pueden sobrevivir, diferenciarse para convertirse en neuronas y restablecer parcialmente la función, tras un trasplante en el cerebro de los roedores que ha sido dañado por un ictus (Figuras 1 y 2) . Las células madre neurales (CMN) derivadas de células madre embrionarias (CME) humanas, trasplantadas a la zona de frontera isquémica de ratas que han sufrido un ictus migraron hacia la lesión y mejoraron la función de las patas delanteras 5 . Los registros electrofisiológicos mostraron propiedades neuronales funcionales en las células trasplantadas y la recepción de sinapsis procedentes de las neuronas del huésped 6, 7 . Las CMN derivadas de CME humanas implantadas en una lesión cortical se diferenciaron en parte para convertirse en neuronas e indujeron una cierta mejoría de las funciones sensitivomotoras simples 8 . Las CMN fetales humanas trasplantadas dieron origen a neuronas que migraron hacia la lesión isquémica en los roedores 9 . Las CMN humanas aisladas de estriado y corteza fetales 10 generaron neuronas maduras tras el trasplante al estriado de la rata dañado por un ictus 11 . Considerados conjuntamente, estos resultados aportan una evidencia que indica que las neuronas derivadas de células madre pueden mostrar un cierto nivel de Resumen-Los enfoques basados en células madre son muy prometedores como posibles tratamientos novedosos para restablecer la función después de un ictus. Los estudios realizados en modelos animales han demostrado que el trasplante de células madre puede mejorar la función al sustituir las neuronas o mediante acciones tróficas, modulación de la inflamación, fomento de la angiogénesis, remielinización y plasticidad axónica, y neuroprotección. Las células madre neurales endógenas son también una posible diana terapéutica puesto que producen nuevas neuronas tras un ictus. Se están realizando ensayos clínicos, pero en la actualidad no hay ningún tratamiento demostrado para el ictus que se base en células madre. Serán necesarios estudios preclínicos e investigación clínica para optimizar el beneficio terapéutico y reducir al mínimo los riesgos de las células madre en el ictus. integración sináptica en los circuitos neurales del huésped, y sugiere que la sustitución neuronal en el cerebro dañado por el ictus puede contribuir a producir las mejoras conductuales observadas. Las CME humanas pueden dar lugar a un número limitado de CMN pero se asocian a un riesgo de formación de tumores 12 . Un problema para la traslación al ámbito clínico es que este riesgo resulta difícil de evaluar en una situación de xenotrasplante preclínico 13 . El manejo de las células madre mediante ingeniería genética para que expresen genes de apoptosis que puedan ser activados en caso de que se produzcan efectos adversos y el uso de la clasificación celular 14 para eliminar las células formadoras de tumores pueden mejorar la seguridad. Las CMN fetales humanas son menos tumorí-genas que las CME, y es importante señalar que, en el ensayo clínico con CMN humanas en la enfermedad de Batten, no se detectaron tumores en 5 pacientes a los 2 años del trasplante (www.stemcellsinc.com). (1) Células madre neurales de cerebro fetal humano, expandidas y diferenciadas para dar lugar a tipos celulares específicos; (2) células pluripotenciales generadas a partir de blastocitos (CME) o fibroblastos (células madre pluripotenciales inducidas [CMPi]), expandidas y diferenciadas para dar lugar a tipos celulares específicos; (3) tipos específicos de neuronas generados mediante conversión directa de fibroblastos (células Ni); y (4) células madres hemopoyéticas derivadas de sangre de cordón umbilical y de médula ósea, células estromales mesenquimales y células madre mesenquimales. Además, se utilizan diferentes compuestos para estimular la formación de nuevas neuronas a partir de células madre neurales endógenas.
Figura 2.
Representación esquemática de diferentes enfoques basados en células madre para mejorar la recuperación tras el ictus y posibles mecanismos de acción. La estimulación de la formación de neuroblastos a partir de CMN endógenas y el trasplante de CMN pueden actuar mediante una sustitución neuronal, pero de manera similar a lo que ocurre con el aporte de células madre no neurales, también pueden potenciar la recuperación mediante la neuroprotección y la modulación de la inflamación, el fomento de la angiogénesis, los efectos tróficos y la neuroprotección. CMN indica células madre neurales.
ENFOQUES BASADOS EN CÉLULAS MADRE PARA EL TRATAMIENTO DEL ICTUS
células madre/progenitoras de zona subventricular (ZSV) nueva neurona procedente de la ZSV nueva neurona procedente de trasplante neuroblasto neurona preexistente
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Algunas células somáticas como los fibroblastos pueden ser reprogramadas para que se conviertan en células madre pluripotenciales mediante la introducción de factores de transcripción (Figura 1) 15 . Estas células madre pluripotenciales inducidas se diferencian entonces para dar lugar a tipos neuronales específicos para el trasplante. Con esta tecnología, pueden producirse células específicas del paciente y no es necesario un tratamiento inmunosupresor después del trasplante, con lo que se evita el problema ético de uso de CME humanas. Sin embargo, al igual que las CME, las células madre pluripotenciales inducidas pueden generar tumores 16 , y tampoco está claro si las neuronas derivadas de células madre pluripotenciales inducidas expresan el fenotipo funcional completo de las neuronas a las que van a sustituir.
También pueden generarse neuronas funcionales mediante la reprogramación directa de células somáticas del ratón (Figura 1) 17 . Esta conversión no se produce a través de un estadio de célula madre pluripotencial y elimina, por tanto, el riesgo de formación de tumores. Está por demostrar que este enfoque pueda dar resultado también con células de origen humano. Para el uso en el ictus, se ha demostrado que se pueden producir diferentes subtipos neuronales que pueden sobrevivir al trasplante.
Hay varios problemas fundamentales relativos a la sustitución neuronal en el ictus que es preciso abordar antes de que pueda plantearse ninguna aplicación clínica. En primer lugar, debe demostrarse que las células trasplantadas pueden formar conexiones aferentes y eferentes amplias con el cerebro del huésped. Los estudios optogenéticos de las interacciones sinápticas funcionales entre las neuronas trasplantadas y las del huésped permitirán delimitar los mecanismos que subyacen en la recuperación conductual inducida por el trasplante de células madre 18 . En segundo lugar, deberán desarrollarse protocolos a través de los cuales puedan generarse diferentes subtipos de neuronas como las neuronas corticales 19 de una forma efectiva y que permita su supervivencia en un número elevado tras el trasplante. En tercer lugar, para una función óptima de las neuronas trasplantadas, será necesario fomentar la remielinización de las vías nerviosas desmielinizadas y la vascularización del área de penumbra (región en riesgo) y proporcionar a las CMN una plataforma que les permita volver a formar una estructura cerebral y unas conexiones adecuadas. Esta estructura mejora también la supervivencia y diferenciación de las CMN, así como la recuperación funcional del cerebro dañado por el ictus 20, 21 . Cada vez es mayor la evidencia que indica que las CMN pueden inducir una mejoría funcional a través de mecanismos distintos de la sustitución neuronal (Figura 2) 22 . La inyección intravenosa de CMN humanas indujo una mejora tras el ictus hemorrágico en las ratas, probablemente a través de acciones antiinflamatorias 23 . La sobreexpresión del factor de crecimiento endotelial vascular o del factor antiapoptótico Akt1 en las CMN humanas fomentó la angiogénesis y aumentó la supervivencia, respectivamente, con lo que se potenciaron las mejoras funcionales en los ratones dañados por un ictus 24, 25 . Las CMN fetales humanas implantadas en una lesión cortical 1 semana después del ictus en las ratas produjeron una mejora de la colocación de las patas delanteras que se observaba ya al cabo de 1 semana 26 . La secreción de factor de crecimiento endotelial vascular por parte de las CMN fue importante para la supresión de la inflamación y la neovascularización en la región peri-infarto, y es probable que esto sea un mecanismo subyacente en la mejora de la recuperación. Por último, las CMN de ratón administradas por vía intravenosa 3 días después de un ictus en ratones inhibieron la inflamación y la formación de cicatrices gliales y dieron lugar a una neuroprotección tardía, con un efecto de mejora de la recuperación funcional que se iniciaba 18 días después de la lesión 27 .
Mejora de la recuperación funcional en el ictus mediante la potenciación de la producción de neuroblastos a partir de CMN endógenas
La recuperación tras el ictus podría inducirse mediante la estimulación de la neurogénesis endógena (Figuras 1 y 2 [30] [31] [32] , se diferencian para dar lugar a neuronas maduras, se integran 33 , y parecen ser funcionales 34 . La neurogénesis inducida por el ictus se mantiene en el cerebro de la rata de edad avanzada 35 . También en el ser humano hay evidencias que indican una potenciación de la proliferación celular en la ZSV y la formación de neuroblastos tras el ictus [36] [37] [38] [39] . En los ratones, las células ependimarias participan en la respuesta neurogénica al ictus, produciendo neuroblastos, pero su supervivencia es mala 40 . La isquemia global del prosencéfalo en las ratas desencadena una proliferación de células progenitoras en la corteza subpial, y las células a que dan lugar migran a capas corticales más profundas en donde se diferencian dando lugar a interneuronas 41 .
Todavía no está claro en qué medida contribuye la neurogénesis endógena a la recuperación funcional espontánea tras el ictus. Jin y cols. 42 observaron que la ablación genética de los neuroblastos de nueva formación causaba un empeoramiento de la conducta y una lesión isquémica más pronunciada que se observaba ya a las 24 horas del ictus. La mejora producida por la formación de neuroblastos en esta etapa temprana sugiere un efecto trófico (Figura 2) pero no descarta una mejora funcional a través de una sustitución neuronal en una fase posterior después del ictus.
Para que tenga utilidad terapéutica, la neurogénesis debe ser optimizada, principalmente mediante la mejora de la mala supervivencia que muestran las nuevas neuronas 30 . Los datos existentes indican que la inflamación, que inicialmente se consideró negativa para la supervivencia de las nuevas neuronas formadas, puede ser también beneficiosa para la neurogénesis a partir de CMN tanto trasplantadas como endóge-nas 43 . La modulación de la inflamación asociada al ictus, por ejemplo mediante el aporte de macrófagos antiinflamatorios procedentes de la sangre, que fomentan la reparación de las lesiones de la médula espinal 44 , podría ser una estrategia útil para aumentar la neurogénesis y la recuperación. Estos efectos pueden obtenerse también mediante la administración de un factor neurotrófico, por ejemplo el factor neurotrófico derivado del revestimiento de células gliales 45 o una citoquina
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Noviembre 2011 como el factor estimulador de colonias de granulocitos 46 . Los neuroblastos generados por el ictus podrían ser atraídos de manera más eficiente al área dañada mediante un aumento de los niveles locales de moléculas, que regulan la migración de las nuevas neuronas 29 . En un contexto clínico, el enfoque más efectivo para la sustitución neuronal combina probablemente el trasplante de precursores neuronales con la estimulación de la neurogénesis endógena. Es interesante señalar que el trasplante de CMN humanas al cerebro de la rata dañado por el ictus potenció la proliferación de la ZSV y la formación de neuroblastos 3, 47 .
Mejora de la recuperación funcional en el ictus mediante el aporte de células madre no neurales
El restablecimiento funcional tras un ictus se ha descrito con el empleo de diversos tipos de células madre no neuronales, como las células madre hemopoyéticas derivadas de sangre de cordón umbilical y de médula ósea, las células madre estromales mesenquimales (CMEM) y las células madre mesenquimales (CMM; Figuras 1 y 2). Hay muy pocas evidencias que indiquen que estas células madre actúan mediante una sustitución neuronal. Las CMM humanas administradas por vía intravenosa redujeron los déficits inducidos por el ictus en las ratas, muy probablemente mediante la inducción de una angiogénesis y la mejora del flujo sanguíneo cerebral 48 . Si estas CMM humanas fueran modificadas genéticamente para que expresaran angiopoyetina y/o diversos factores de crecimiento como el factor de crecimiento endotelial vascular o el factor neurotrópico derivado del recubrimiento glial, se potenciaría la neuroprotección y la mejoría funcional [48] [49] [50] [51] [52] . Se ha demostrado que las CMM derivadas de CME humanas, inyectadas por vía intravenosa a ratas, migran a la región del infarto, expresan marcadores neuronales y de célula endotelial, proporcionan una neuroprotección y mejoran la recuperación 53 . Se ha propuesto también que las CMM humanas fomentan el restablecimiento funcional después del ictus al aumentar la proliferación de progenitores en la ZSV y la neurogénesis 54, 55 y aumentan los niveles locales de la citoquina antiinflamatoria interleuquina-10 55 y de factores neurotrófi-cos 54, 56 .
En un contexto clínico, las CMEM del adulto podrían ser especialmente útiles ya que se obtienen con facilidad, pueden proceder de donantes autólogos y se expanden rápidamente in vitro 57 . Las CMEM, que incluyen las células progenitoras y las células madre mesenquimales, pueden actuar secretando diversos factores neurotróficos y citoquinas e inhibiendo la inflamación 57, 58 así como estimulando la producción de diversos factores restauradores procedentes de las células parenquimatosas 59, 60 . La administración de CMEM de origen animal o humano por vía sistémica o intracerebral fomenta la recuperación funcional tras el ictus (véase la revisión de Li y Chopp 61 ). Las CMEM migran a las áreas de tejido cerebral dañado, en parte a través de un mecanismo dependiente de SDF-1-CXCR4 62 . Estas células potencian un gran número de mecanismos de reparación intrínsecos, como por ejemplo, un aumento de la angiogénesis 63, 64 y la proliferación celular en la ZSV 62, 65 , una reordenación axónica en la corteza parietal peri-infarto 66 , un aumento de la densidad axónica en el estriado isquémico 67 y el lado denervado de la sustancia gris de la médula espinal cervical 68, 69 y una oligodendrogénesis y remielinización del área desmielinizada 70 . Las CMEM administradas tras el ictus en las ratas fomentaron también la plasticidad axonal tanto en la corteza homolateral y contralateral 71 como en las estructuras subcorticales 72 , y este efecto estaba correlacionado con el grado de recuperación conductual 71 . Es importante señalar que las CMEM dan lugar a efectos beneficiosos funcionales a pesar de que se administren 1 mes después del ictus en las ratas 62, 73 y que sus efectos pueden persistir durante al menos 1 año 67 .
Otro posible origen de células para el trasplante en el ictus es la sangre de cordón umbilical humano, que contiene célu-las madre hemopoyéticas y otras células progenitoras 74 . La administración sistémica de células de sangre de cordón umbilical humano tras el ictus en modelos animales conduce a una mejora de los resultados conductuales 75 , a pesar de que se administre hasta 30 días después de la lesión 76 . Se ha descrito que las células de sangre de cordón umbilical humano actúan modulando las respuestas inmunitarias periféricas originadas en el bazo 77 y, en consonancia con ello, las células madre hemopoyéticas atenuaron la activación inmunitaria postisqué-mica periférica 78 . Además, la administración de células de sangre de cordón umbilical humana fomenta la proliferación de células progenitoras neurales endógenas, la sinaptogénesis y el aumento de la densidad vascular, posiblemente mediante la secreción de diversos factores neurotróficos 76 .
Ensayos clínicos actualmente en marcha y planificados con células madre en el ictus
No se ha demostrado todavía que las células madre puedan inducir un alivio sintomático sustancial en los pacientes con ictus. En 1 ensayo clínico, 12 pacientes con ictus que afectaban a los ganglios basales recibieron implantes de células de tipo neuronal generadas a partir de una línea celular de teratocarcinoma humano inmortalizada [79] [80] [81] . Las mejoras observadas en algunos pacientes operados presentaron una correlación con un aumento de la actividad metabólica en el lugar del trasplante. Esta observación podría interpretarse como una función del trasplante, pero también podría reflejar una inflamación o un aumento de la actividad en las neuronas del huésped. La autopsia realizada en 1 paciente reveló la presencia de una población de células trasplantadas que expresaban un marcador neuronal a los 2 años de la cirugía 81 . Otro ensayo clínico se realizó con la inyección intravenosa de CMM autólogas cultivadas ex vivo en pacientes con una lesión isquémica en el territorio irrigado por la arteria cerebral media. El resultado obtenido en 30 pacientes se presentó en 2005 82 y el obtenido en 85 pacientes, hasta 5 años después del trasplante, se presentó en 2010 83 . Estos estudios aportan una evidencia que indica que el trasplante de CMM es seguro y que la recuperación funcional es más frecuente en el grupo trasplantado. El mecanismo de acción de las CMM en estos pacientes continúa sin estar claro.
Recientemente, Honmou y cols. 84 han presentado sus resultados en 12 pacientes a los que se administraron por vía intravenosa CMM autólogas, expandidas en suero humano autólogo, de 36 a 133 días después de sufrir un ictus que afectaba predominantemente a la sustancia gris, la sustancia blanca o ambas. No hubo acontecimientos adversos signifi-cativos. Este estudio abierto aportó alguna evidencia de mejora funcional con reducción del volumen de lesión y una rapidez de cambio diario más pronunciada en la puntuación de la escala National Institutes of Health Stroke Scale durante la primera semana siguiente a la administración de las célu-las, en comparación con lo observado antes de la inyección. Actualmente están justificados los estudios controlados con placebo y de diseño ciego para determinar la eficacia de este método, y deberán explorarse los mecanismos que subyacen en la potenciación observada de la recuperación 84 . Se están realizando o se han planificado varios estudios clí-nicos realizados con el empleo de una infusión intravenosa o intraarterial (en el territorio dañado) de células madre no neurales o CMM en pacientes con ictus (www.clinicaltrials. gov). Estos enfoques tienen varias características atractivas en el ámbito clínico. En primer lugar, el uso de células madre autólogas derivadas de la médula ósea o de CMM no comporta controversias éticas y las células se obtienen con facilidad. En segundo lugar, la intervención para la administración es sencilla (en la mayor parte de los casos por vía sistémi-ca) y no son necesarios tratamientos/medicaciones adiciones (como la inmunosupresión). En tercer lugar, el trasplante en los pacientes es seguro, con un riesgo prácticamente nulo de formación de tumores. Por último, en modelos animales del ictus se ha documentado claramente una potenciación de la recuperación tras la administración sistémica de algunas de estas células madre no neurales; es probable que las mejoras se deban a múltiples mecanismos (véase más arriba). Es importante que se optimice la eficacia de estos métodos en los modelos animales y que se aclaren los mecanismos biológicos del restablecimiento o la reparación tisulares, si bien "el conocimiento completo de los mecanismos biológicos a través de los cuales se produce el efecto de un trasplante de células madre en un modelo preclínico no es un requisito previo indispensable para iniciar una experimentación clíni-ca humana" (www.isscr.org; véase también Savitz y cols. 85 ). El riesgo es que su traslación clínica prematura y el que no se demuestre una mejoría sustancial en los pacientes puedan conducir a la conclusión errónea de que los enfoques basados en células madre no dan resultado.
Recientemente, la compañía del Reino Unido ReNeuron ha iniciado el primer ensayo clínico con el trasplante de CMN en pacientes con ictus. Se implanta un número creciente de CMN inmortalizadas condicionalmente, procedentes de corteza fetal humana, en el putamen de 12 pacientes, entre 6 y 24 meses después del ictus. En los roedores, estas célu-las se diferenciaron dando lugar a células de tipo neuronal y fenotipos oligodendrogliales y endoteliales, sin signos de tumorigenicidad. Se observaron mejoras de la función sensitivomotora y de la asimetría motora a las 6 a 12 semanas del trasplante. Sin embargo, no están claros los mecanismos subyacentes, puesto que no hay evidencia de sustitución neuronal y las células trasplantadas no sobreviven durante más de 6 meses 86 . Posiblemente las células actúan modificando el entorno del tejido y fomentando mecanismos de reparación endógena.
La compañía canadiense Stem Cell Therapeutics está explorando la capacidad de la gonadotropina coriónica humana y la eritropoyetina de mejorar la recuperación posterior a un ictus mediante el fomento de la neurogénesis a partir de CMN endógenas. La administración de esta combinación de factores da lugar a una mejora de la conducta y una reducción del volumen de la lesión tras el ictus en las ratas 87 . Sin embargo, en un ensayo clínico de fase IIb ya completado en pacientes con ictus agudo, a los que se administró gonadotropina coriónica humana y eritropoyetina, con una primera dosis de 24 a 48 horas después del inicio del ictus, y con un seguimiento de 90 días, no se observó un efecto significativo sobre la variable de valoración principal (www.stemcellthera.com). No está claro si la falta de eficacia se debió o no a una estimulación insuficiente de la neurogénesis.
Otros enfoques que se están evaluando actualmente en ensayos clínicos, como la administración de la citoquina denominada factor estimulador de colonias de granulocitos, pueden actuar en parte fomentando la neurogénesis endógena. Se ha demostrado un efecto de este tipo, asociado a una mejora de los resultados conductuales, en modelos animales 46,88 , pero no se sabe si se da también en los pacientes.
¿Qué es necesario para trasladar las células madre a un tratamiento eficaz para el ictus?
Los avances científicos notables que se han producido en los últimos años han aproximado los enfoques basados en célu-las madre a la aplicación clínica. Deberá obtenerse la máxi-ma información acerca de la eficacia y la seguridad en los ensayos clínicos actualmente en marcha y en los que se han planificado. Sin embargo, es improbable que estos ensayos iniciales revelen el potencial clínico pleno de los enfoques basados en células madre. El desarrollo de tratamientos de células madre efectivos para el ictus requerirá nuevos avances en la investigación tanto experimental como clínica, en especial en los 4 campos siguientes.
Mecanismo de acción
Es necesario un conocimiento mucho mejor de los mecanismos que subyacen en las mejoras observadas para poder elegir la célula óptima, para inducir la máxima recuperación y para seleccionar a los pacientes más apropiados. La mayor parte de las células madre utilizadas en modelos animales son una población heterogénea y no está claro qué tipos celulares específicos son importantes para la recuperación funcional. Una sustitución neuronal eficiente requiere protocolos para la generación de diferentes subtipos de neuronas y un mejor conocimiento de los mecanismos que regulan su integración en los circuitos neurales existentes. Es necesario caracterizar detalladamente las acciones tróficas y los mediadores celulares y moleculares de la inmunomodulación, la neovascularización, la plasticidad axónica y la neuroprotección inducida por las células madre.
Modelos animales
La conducta de las células madre después del trasplante en modelos animales puede reflejar tan solo en parte la forma en la que se comportan estas células en los pacientes. El modelo animal puede no imitar todos los aspectos de la patología del ictus humano, y ello puede llevar a una falta de eficacia en un ensayo clínico. Deberá abordarse la influencia de los factores de complicación que se observan a menudo en los pacientes con ictus, como por ejemplo, la edad, la diabetes,
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Noviembre 2011 la aterosclerosis o la hipertensión, sobre los mecanismos regenerativos 89 . Para una traslación con éxito al ámbito clínico, es necesario demostrar también en modelos animales que el enfoque basado en células madre induce una mejora sustancial de déficits funcionales que se parezcan a los síntomas debilitantes que presentan los pacientes con ictus. Muchos estudios describen una mejora del resultado conductual tras un ictus utilizando pruebas que no reflejan la situación clíni-ca y que tienen un elevado componente de aprendizaje 8 . Las pruebas clínicamente relevantes para determinar la eficacia de las células madre en el ictus son, por ejemplo, el uso espontáneo de la pata delantera (cilindro), el uso complejo de la pata delantera (escalera) y las funciones de las patas traseras (caminar en una barra con marcas de medición) 8 .
Selección de los pacientes
Actualmente se sabe poco acerca de qué pacientes con ictus pueden obtener un mayor efecto beneficioso con los enfoques basados en células madre. Los ensayos clínicos que se están llevando a cabo aportarán alguna información acerca de la selección de los pacientes para enfoques basados en mecanismos distintos de la sustitución neuronal. La selección de los pacientes para una futura estrategia de sustitución neuronal basada en células madre dependerá de (1) los tipos de neuronas que puedan generarse a partir de células madre; (2) la localización y extensión de la lesión isquémica; y (3) el grado de deterioro sensitivomotor y cognitivo causado por la lesión y las perspectivas de recuperación espontánea. Para ello, está claramente justificado determinar en estudios preclínicos y clínicos de qué forma afectan la localización de la lesión isquémica y la presencia o no de afectación de la ZSV a la magnitud de la recuperación espontánea.
Exploraciones de imagen
Las exploraciones de imagen no invasivas serán cruciales para evaluar la distribución de la lesión, realizar un seguimiento de las células madres y supervisar su supervivencia, migración, función y efecto sobre el cerebro del paciente. La RM, las imágenes de bioluminiscencia y la tomografía de emisión de positrones pueden usarse ya en la actualidad para el seguimiento de las células madre trasplantadas in vivo 7, 22, [90] [91] [92] [93] . Recientemente, Rueger y colaboradores 94 han indicado que la tomografía de emisión de positrones podría utilizarse también para medir in vivo la movilización de CMN endógenas en la ZSV tras el ictus. Será importante aumentar la sensibilidad para poder detectar pocas células o incluso células individuales procedentes de células madre in vivo. Probablemente será preciso combinar varias técnicas de imagen para supervisar con alta resolución la proliferación, supervivencia a largo plazo y funcionalidad de las células madre endógenas y trasplantadas en el cerebro dañado por un ictus.
Conclusiones
Los resultados de los estudios realizados en modelos experimentales son prometedores y aportan una evidencia que indica que los enfoques basados en células madre pueden desarrollarse para llegar a estrategias clínicamente útiles para fomentar la recuperación tras el ictus. Sin embargo, como ocurre en todas las demás enfermedades cerebrales, en la actualidad no hay ningún tratamiento probado del ictus con células madre. Además, no hay ninguna forma de acelerar el avance de las células madre hasta alcanzar ese estadio de desarrollo clínico. Tan solo con una dedicación a largo plazo a la investigación básica y clínica de alta calidad, que aborde las cuestiones cruciales, algunas de las cuales se han comentado aquí, será posible ofrecer tratamientos basados en células madre que aporten a los pacientes con ictus mejoras sustanciales de su calidad de vida. Помимо тромболитической терапии, которую можно провести только незначительной доле пациентов в течение первых часов после ишемического инсульта, не существует эффективных методов лечения, направ-ленных на улучшение функционального восстанов-ления в отдаленном периоде. Применение стволовых клеток представляет собой совершенно новый метод лечения, направленный на функциональное восста-новление после инсульта. Доступен ряд перспективных экспериментальных данных, основанных на изучении моделей на животных, и в настоящее время запла-нировано или продолжается несколько клинических испытаний. Тем не менее в настоящее время не сущес-твует доказанных методов лечения инсульта с исполь-зованием стволовых клеток. Мы описали, насколько близко методы лечения стволовыми клетками про-двинулись к их внедрению в клиническую практику. Мы также обозначили важнейшие вопросы, которые необходимо решить в фундаментальных и клиничес-ких исследованиях, если будут разработаны методы использования стволовых клеток для эффективного и безопасного лечения. Для получения более полной информации по этому вопросу можно ознакомиться со статьями T.M. Bliss и соавт. [1] , T.C. Burns и соавт. [2] и Z.G. Zhang и M. Chopp [3] .
Fuentes de financiación
Улучшение функционального восстановления при инсульте после трансплантации нейрональных стволовых клеток Доказательства того, что в мозге человека возможно замещение нейронов, было получено при изучении болезни Паркинсона [4] . Тем не менее действительно ли улучшения у пациентов с инсультом можно достиг-нуть за счет замещения нейронов, учитывая что это гораздо более сложный вид патологии? Стволовые клетки могут выжить, дифференцироваться в нейро-ны, а также частично восстановить функции после трансплантации в мозг грызунов после инсульта (см. рис. 1 и 2 на цв. вклейке). Нейрональные стволовые клетки (НСК), дифференцировавшиеся из эмбрио-нальных стволовых (ЭС) клеток человека, введенные в пограничную зону ишемии у крыс с инсультом, мигрировали в зону поражения и приводили к улуч-шению функции передней конечности [5] . По резуль-татам электрофизиологических исследований уста-новили наличие функциональных нейрональных свойств у трансплантированных клеток и формирова-ние синаптических ответов от собственных нейронов [6, 7] . НСК, дифференцировавшиеся из ЭС человека, после имплантации в зону коркового поражения час-тично дифференцировались в нейроны и индуциро-вали некоторое улучшение простых сенсомоторных функций [8] . Трасплантированные фетальные НСК человека дифференцировались в нейроны и мигри-ровали к зоне ишемического поражения у грызунов [9] . Человеческие НСК, изолированные из стриатума и коры плода [10] , после трансплантации в пострадав-ший от инсульта стриатум крыс дифференцировались в зрелые нейроны [11] . В совокупности, эти результаты свидетельствуют о том, что нейроны, дифференци-ровавшиеся из стволовых клеток, могут проявлять некоторый уровень синаптической интеграции в сети нейронов реципиента и позволяют предположить, что замещение нейронов в мозге, пострадавшем от инсуль-та, может способствовать наблюдаемым изменениям.
Из ЭС клеток человека может образоваться неогра-ниченное количество НСК, но это связано с риском образования опухоли [12] . Проблемой для трансляции результатов в клинику является то, что этот риск трудно оценить в доклинических ситуациях при использова-нии ксенотрансплантата [13] . Инженерные стволовые клетки экспрессируют "суицидальные" гены, которые можно включить в случае нежелательных эффектов, а использование клеточного сортинга [14] для уст-ранения опухолеобразующих клеток может привести к повышению безопасности. Человеческие фетальные НСК менее онкогенны, чем ЭС клетки, так, в клини-ческих испытаниях с человеческими НСК при болезни Баттена у 5 пациентов через 2 года после транспланта-ции не обнаружили опухолей (www.stemcellsinc.com).
Соматические клетки, такие как фибробласты, можно перепрограммировать в полипотентные ство-ловые клетки путем введения факторов транскрипции (рис. 1, см. на цв. вклейке) [15] . Эти индуцированные полипотентные стволовые клетки затем дифференци-руются в специфические типы нейронов для транс-плантации. С помощью этой технологии можно полу-чать специфические для пациентов клетки без необ-ходимости проведения иммуносупрессивной терапии после трансплантации, что позволит избежать эти-ческой проблемы использования человеческих ЭС клеток. Однако, как и ЭС клетки, индуцированные полипотентные стволовые клетки могут приводить к образованию опухоли [16] . Также неизвестно, экс-прессируют ли дифференцировавшиеся из индуци-рованных полипотентных клеток нейроны полный функциональный фенотип нейронов, которые они должны заместить.
Функционирующие нейроны можно также полу-чить путем непосредственного перепрограммирования соматических клеток мыши (рис. 1, см. на цв. вклейке) [17] . Эта трансформация происходит, минуя стадию полипотентных стволовых клеток, и тем самым исклю-чается риск образования опухоли. Остается проде-монстрировать, что этот подход также осуществим при использовании человеческих клеток. Для применения этого метода в лечении инсульта необходимо показать, что возможно образование различных типов нейронов, которые выживут после трансплантации.
Некоторые фундаментальные вопросы, касающи-еся замещения нейронов при инсульте, необходимо решить до внедрения методики в клиническую прак-тику. Во-первых, нужно доказать, что имплантиро-ванные клетки образуют обширные афферентные и эфферентные связи с мозгом хозяина. Важную роль будут играть результаты оптогенетических исследо-ваний функциональных синаптических связей между трансплантированными нейронами и нейронами реципиента в описании механизмов, лежащих в осно-ве восстановления поведения после трансплантации стволовых клеток [18] . Во-вторых, необходимо раз-работать протоколы, согласно которым можно будет эффективно синтезировать разные подтипы нейро-нов, такие как нейроны коры [19] , и они будут выжи-вать после трансплантации в достаточном количестве. В-третьих, для оптимальной работы транспланти-рованных нейронов необходимо будет обеспечить ремиелинизацию демиелинизированных проводящих путей и васкуляризацию зоны пенумбры (зоны риска) и обеспечить НСК платформой для реформирования соответствующей структуры мозга и связей. Такие каркасные структуры также улучшат выживаемость и дифференцировку НСК и функциональное восста-новление головного мозга после инсульта [20, 21] .
Появляется все больше доказательств того, что НСК могут способствовать функциональному улучшению посредством иных механизмов, отличных от заме-щения нейронов (рис. 2, см. на цв. вклейке) [22] . Внутривенное введение человеческих НСК способс-твовало функциональному улучшению у крыс, пере-несших геморрагический инсульт, что, вероятно, было связано с противовоспалительным действием НСК [23] . Избыточная экспрессия сосудистого эндотели-ального фактора роста или антиапоптотического фак-тора Akt1 в человеческих НСК способствовала ангио-генезу и повышению выживаемости, соответственно, приводя к функциональному улучшению у мышей после инсульта [24, 25] . Имплантация человеческих фетальных НСК в зону коркового поражения через одну неделю после инсульта у крыс привела к улуч-шению позиционирования передних конечностей уже через одну неделю [26] . Секреция сосудистого эндоте-лиального фактора роста нейрональными стволовыми клетками имеет большое значение для подавления воспаления и активации неоангиогенеза в периин-фарктной зоне, что, вероятно, лежит в основе улучше-ния восстановления. Наконец, внутривенное введение мышиных НСК мышам через 3 дня после инсульта привело к подавлению воспаления и формированию глиального рубца, что способствовало отсроченной нейропротекции и улучшению функционального вос-становления, начиная с 18-го дня после инсульта [27] .
Улучшение функционального восстановления при инсульте при повышении продукции нейробластов эндогенными НсК Восстановление после инсульта потенциально может быть индуцировано стимуляцией эндогенного ней-рогенеза (рис. 1 и 2, см. на цв. вклейке; см. статьи Z.G. Zhang и M. Chopp [3] , S.G. Kernie и G.M. Parent [28] , O. Lindvall и Z. Kokaia [29] ). После инсульта у гры-зунов в субвентрикулярной зоне (СВЗ) увеличивалась пролиферация НСК и начинался синтез нейробластов, которые мигрировали в зону повреждения в полосатом теле в течение нескольких месяцев [30] [31] [32] , диффе-ренцировались в зрелые нейроны, интегрировались [33] и становились функционально активными [34] . Индуцированный инсультом нейрогенез сохраняется в мозге у старых крыс [35] . Также существуют доказа-тельства улучшения клеточной пролиферации и синте-за нейробластов СВЗ после инсульта у людей [36] [37] [38] [39] . У мышей эпендимные клетки участвуют в нейроген-ной реакции на инсульт, синтезируя нейробласты, однако их выживаемость низкая [40] . Глобальная ише-мия переднего мозга у крыс вызывает пролиферацию клеток-предшественников в коре под мягкой мозговой оболочкой, их потомство мигрирует в более глубокие слои коры, где они дифференцируются в промежуточ-ные нейроны [41] .
До сих пор неизвестно, в какой степени эндогенный нейрогенез способствует спонтанному восстановления функций после инсульта. K.L. Jin и соавт.
[42] обнару-жили, что генетические абляции вновь образованных нейробластов вызывают ухудшение поведения и при-водят к более выраженному ишемическому поражению уже через 24 часа после инсульта. Усиление синтеза нейробластов на этой ранней стадии позволяет пред-положить наличие у них трофического эффекта (рис. 2, см. на цв. вклейке), но не исключает функционального улучшения посредством замещения нейронов в более позднем периоде после инсульта.
Для терапевтических целей нейрогенез необходи-мо оптимизировать, в первую очередь за счет улуч-шения выживаемости вновь образованных нейронов [30] . Имеющиеся данные свидетельствуют о том, что воспаление, которое первоначально считали небла-гоприятным фактором для выживания вновь обра-зованных нейронов, также может активировать ней-рогенез трансплантированных и эндогенных НСК [43] . Модуляция воспаления, связанного с инсультом, например путем введения противовоспалительных макрофагов крови, способствующих восстановлению поврежденного спинного мозга [44] , может оказаться полезной для активации нейрогенеза и улучшения вос-становления. Такие эффекты могут быть достигнуты путем введения нейротрофических факторов, напри-мер нейротрофического фактора из линии глиальных клеток [45] или цитокино-подобного гранулоцит-коло-ниестимулирующего фактора [46] . Синтезированные после инсульта нейробласты можно более эффективно привлечь к области повреждения за счет локального повышения уровня молекул, регулирующих миграцию новых нейронов [29] . В клинических условиях наибо-лее эффективным подходом к замещению нейронов, вероятно, является сочетание трансплантации кле-ток-предшественников нейронов и стимуляции эндо-генного нейрогенеза. Интересно, что трансплантация человеческих НСК в мозг крыс после инсульта привела к усилению пролиферации в СВЗ и увеличению синте-за нейробластов [3, 47] .
Улучшение функционального восстановления при инсульте после высвобождения не-НсК В ряде сообщений были данные о функциональном восстановлении после инсульта при использовании различных видов не-НСК, таких как клетки пупо-винной крови и гемопоэтические стволовые клетки, полученные из костного мозга, мезенхимальные стро-мальные клетки (МСтК) и мезенхимальные стволовые клетки -МСК (рис. 1 и 2, см. на цв. вклейке). В насто-ящее время очень мало экспериментальных данных о том, что действие этих клеток основано на замеще-нии нейронов. При внутривенном введении человечес-ких МСК у крыс уменьшался неврологический дефи-цит, связанный с инсультом, что, скорее всего, было обусловлено индуцированием ангиогенеза и улучше-нием мозгового кровотока [48] . В случае генетической модификации этих человеческих МСК для экспрес-сии ангиопоэтина и/или различных факторов роста, таких как сосудистый эндотелиальный фактор роста или нейротрофический фактор, полученный из линии глиальных клеток, нейропротекция и функциональ-ные улучшения становились еще более выраженными [48] [49] [50] [51] [52] . Было продемонстрировано, что человеческие МСК, полученные из ЭС клеток, при внутривен-ном введении крысам мигрируют в зону инфаркта, экспрессируют маркеры нейронов и эндотелиальных клеток, способствуют нейропротекции, а также приво-дят к улучшению процесса восстановления [53] . Было высказано предположение, что человеческие СК также содействуют функциональному восстановлению после инсульта за счет увеличения пролиферации клеток-предшественников в СВЗ и активации нейрогенеза [54, 55] , локального увеличения уровней противовоспали-тельного цитокина интерлейкина-10 [55] и нейротро-фических факторов [54, 56] .
В клинических условиях зрелые МСтК могут быть особенно полезны, поскольку их легко получить, особенно от аутогенных доноров, и быстро увели-чить их число in vitro [57] . МСтК, которые включают в себя мезенхимальные стволовые клетки и клетки-предшественники, могут действовать путем секреции различных нейротрофических факторов и цитокинов и подавления воспаления [57, 58] , а также посредством стимуляции продукции различных факторов восста-новления клетками вещества мозга [59, 60] . Системное или внутримозговое введение МСтК животного или человеческого происхождения способствует функци-ональному восстановлению после инсульта (см. обзор Y. Li и M. Chopp [61] ). МСтК мигрируют в повреж-денные участки мозга частично посредством SDF-1-CXCR4-зависимого механизма [62] . Введение этих клеток приводит к активации множества внутренних механизмов восстановления, например ангиогенеза [63, 64] и пролиферации клеток в СВЗ [62, 65] , пере-стройке аксонов в периинфарктной зоне коры темен-ной доли [66] , увеличению плотности аксонов в ише-мизированном стриатуме [67] и денервированной сто-роне серого вещества шейного отдела спинного [68, 69] , олигодендрогенезу и ремиелинизации участков демиелинизации [70] . Введение МСтК после инсульта у крыс также активировало аксональную пластичность как в ипсилатеральной, так и в контралатеральной коре [71] , в субкортикальных структурах [72] , и этот эффект коррелировал со степенью восстановления [71] . Важно отметить, что трансплантация МСтК приводит к улуч-шению функций у крыс даже при введении их через 1 месяц после инсульта [62, 73] и эффект может сохра-няться не менее 1 года [67] .
Другим потенциальным источником клеток для трансплантации при инсульте у человека является пуповинная кровь, содержащая гемопоэтические ство-ловые клетки и другие клетки-предшественники [74] . Системное введение клеток пуповинной крови чело-века после инсульта в моделях на животных приводит к улучшению поведенческих исходов [75] даже при вве-дении на 30-й день после инсульта [76] . Клетки пупо-винной крови человека действуют путем модуляции периферического иммунного ответа от селезенки [77] , и соответственно системное применение гемопоэти-ческих стволовых клеток ослабляет периферическую иммунную постишемическую активацию [78] . Кроме того, введение клеток пуповинной крови человека активирует пролиферацию эндогенных нейрональных Механизм действия других методов лечения, кото-рые изучают в проходящих в настоящее время кли-нических испытаних, таких как введение цитокин гранулоцит-колониестимулирующего фактора, может быть частично обусловлен активацией эндогенного нейрогенеза. Такой эффект, связанный с улучшением функциональных исходов, был продемонстрирован в моделях на животных [46, 88] , но неизвестно, будет ли наблюдаться он у людей.
Что нужно сделать, чтобы использование стволовых клеток стало эффективным методом лечения инсульта?
Замечательные научные достижения за послед-ние несколько лет приблизили методы использо-вания стволовых клеток к клинической практи-ке. Максимальную информацию об эффективности и безопасности необходимо получить из текущих и запланированных клинических испытаний. Тем не менее маловероятно, что эти испытания проде-монстрируют весь клинический потенциал исполь-зования стволовых клеток. Для разработки эффек-тивных методов лечения инсульта с помощью ство-ловых клеток необходимы достижения в эксперимен-тальных и клинических исследованиях, в частности, в следующих четырех областях.
механизм действия
Для выбора оптимальных клеток, индуцирования максимального восстановления, а также для выбо-ра наиболее подходящих пациентов необходимо лучше понять механизмы, лежащие в основе наблю-даемых улучшений. Большинство стволовых кле-ток, используемых в моделях на животных, являет-ся гетерогенной популяцией, и неизвестно, какие именно типы клеток играют наибольшую роль в функциональном восстановлении. Для эффек-тивного замещения нейронов необходимы прото-колы для синтеза различных подтипов нейронов и лучшее понимание механизмов, регулирующих их интеграцию в существующую сеть нейронов. Нужно также детально охарактеризовать трофичес-кие действия, клеточные и молекулярные медиато-ры иммуномодуляции, неоваскуляризацию, плас-тичность аксонов и нейропротекцию, индуциро-ванные стволовыми клетками.
модели на животных
Функциональные возможности стволовых клеток после трансплантации в моделях на животных могут лишь частично отражать их функциональные воз-можности при трансплантации людям. В моделях на животных невозможно воспроизвести все аспекты патологических изменений при инсульта у человека, что приводит к отсутствию эффективности в клини-ческом испытании. У пациентов с инсультом на меха-низмы регенерации влияют такие осложняющие фак-торы, как возраст, сахарный диабет, атеросклероз или артериальная гипертензия, которые необходимо учи-тывать [89] . Для успешного перехода к клиническим испытаниям необходимо также продемонстрировать в моделях на животных, что использование стволовых клеток приводит к существенному улучшению функ-ционального дефицита, который напоминает симптом истощения у пациентов с инсультом. Во многих иссле-дованиях приводили данные об улучшении функцио-нальных исходов после инсульта по результатам тестов, которые носят строго научный характер и не отражают клинических ситуаций [8] . К клинически значимым тестам эффективности использования стволовых кле-ток при инсульте относятся, например, спонтанное использование передних конечностей (цилиндр), лов-кость пользования передними конечностями (лестни-ца) и функции задних конечностей (ходьба по сужаю-щейся перекладине) [8] .
отбор пациентов
На сегодняшний день недостаточно данных об эффек-тивности использования стволовых клеток в лечении пациентов с инсультом. Продолжающиеся клини-ческие испытания позволят получить информацию, касающуюся отбора пациентов для применения мето-дов лечения, действие которых опосредовано меха-низмами, отличными от замещения нейронов. Отбор пациентов для стратегии замещения нейронов путем введения стволовых клеток будет зависеть от следую-щих факторов: (1), какие типы нейронов можно будет синтезировать из стволовых клеток, (2) локализации и размера ишемического повреждения, (3) степени сенсомоторных и когнитивных нарушений, связанных с поражением, и перспектив спонтанного выздоров-ления. С этой целью в доклинических и клиничес-ких исследованиях весьма оправдано изучение влия-ния локализации ишемического повреждения, в т. ч. при вовлечении СВЗ на выраженность спонтанного восстановления.
визуализация
Неинвазивная визуализация будет иметь реша-ющее значение при оценке локализации пораже-ния, в отслеживании стволовых клеток, монито-ринге их выживаемости, миграции, функцио-нирования и влияния на мозг пациента. МР-то -мографию, биолюминесцентную визуализа-цию и позитронно-эмиссионную томографию уже сейчас можно использовать для отслежи-вания трансплантированных стволовых клеток in vivo [7, 22, [90] [91] [92] [93] . Недавно M.A. Rueger и соавт. [94] показали, что позитронно-эмиссионную томогра-фию также можно использовать для изучения моби-лизации эндогенных НСК в СВЗ после инсульта in vivo. Это будет иметь большое значение для повы-шения чувствительности в отношении обнаружения некоторых или отдельных клеток, дифференциро-вавшихся из стволовых клеток in vivo. Несколько методов визуализации, вероятно, придется объеди-нить для мониторинга при высокой интенсивности пролиферации, долгосрочной выживаемости и фун-кциональности эндогенных и трансплантированных стволовых клеток в головном мозге после инсульта. 
